рН-чутливі мікрокапсули на основі натрійальгінату, модифікованого L-аспарагіновою та L-глутаміновою кислотами by Антонюк, Наталя et al.
УДК 544.777
Колесник І. С., Бородулін Ю. В., Антонюк Н. Г., Бурбан А. Ф.
рН-чУтлиВі МіКРоКАпсУли НА осНоВі НАтРій АльгіНАтУ,  
МоДифіКоВАНого L-АспАРАгіНоВою  
тА L-глУтАМіНоВою КислотАМи
Натрій альгінат був модифікований L-глутаміновою та L-аспарагіновою кислотами з вико-
ристанням активуючого агента утворення пептидного зв’язку ЕДАК. Хімічне прищеплення 
амінокислот до натрій альгінату доведено методами ІЧ-спектроскопії, ТГА та потенціоме-
тричним титруванням. Дослідження показали, що рН-чутливість модифікованих полімерів 
збільшується приблизно в три рази в порівнянні з немодифікованим натрій альгінатом. Мікро-
капсули, одержані з гібридних полімерів, було використано для капсулювання модельного білко-
вого лікарського засобу БСА. 
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Вступ
Протягом останніх років зростає інтерес 
до матеріалів, які здатні до біодеструкції. Такі 
матеріали потрібні для виробництва пакувальних 
матеріалів, у медицині тощо. З цією метою дуже 
широко використовуються природні полісахари-
ди, оскільки вони доступні у великій кількості 
з відновлювальної рослинної сировини. Завдяки 
наявності різноманітних функціональних груп 
у ланцюгах молекул полісахаридів вони досить 
легко піддаються хімічному модифікуванню, 
внаслідок чого утворюються полімерні гібриди 
з потрібними функціональними властивостями. 
Останні дослідження зосереджено на комбіну-
ванні полісахаридів із синтетичними полімерами, 
зокрема на прищепленні вінілових мономерів 
методом радикальної полімеризації та невініло-
вих мономерів методом поліконденсації [1]. 
Однак під час цих процесів конкурентна реакція 
деструкції може призвести до швидкого змен-
шення молекулярної маси полімеру через сприй-
нятливість багатьох функціональних груп полі-
сахаридів до дії кислот, лугів, відновників тощо. 
Це в більшості випадків призводить до низького 
виходу гібридного полімеру. Метою цієї роботи 
було модифікувати природний полісахарид 
натрій альгінат амінокислотами в м’яких умо-
вах, використовуючи каталізатор утворення пеп-
тидного зв’язку ЕДАК.
Матеріали і методи досліджень
У роботі було використано натрій альгінат 
з молекулярною масою 450 кДа (Fluka, Японія), 
бичачий сироватковий альбумін (БСА) (Sigma-
Aldrich, США), CaCl
2 
(Міранда, Україна). Для 
модифікування натрій альгінату використовува-
ли L-аспарагінову і L-глутамінову кислоти 
(Міранда, Україна) та 1-етил-3-(3-диметиламi-
нопропiл)-карбодіiмiд (ЕДАК) як активуючий 
агент утворення пептидного зв’язку (Sigma-
Aldrich, США).
Методика модифікування натрій альгінату 
L-аспарагіновою та L-глутаміновою кислота-
ми. Натрій альгінат модифікували L-аспарагі-
новою та L-глутаміновою кислотами методом 
полімераналогічних перетворень. Утворення 
пептидного зв’язку між карбоксильною гру-
пою β-D-маннуронової чи α-D-гулуронової 
кислоти полісахариду та аміногрупою аміно-
кислоти відбувається за допомогою ЕДАК 
(1-(3-диметиламінопропіл)-етилкарбодііміду-
гідрохлориду) (рис. 1). Для модифікування 
полімеру початкові розчини реагентів (50 мл 
4 % розчину натрій альгінату, 20 мл 0,05 % роз-
чину ЕДАК та 30 мл розчину амінокислоти 
заданої концентрації) зливали, перемішуючи, 
за кімнатної температури. Для модифікування 
використовували різні масові співвідношення 
натрій альгінату до амінокислоти: 12:1, 10:1, 
7:1 та 5:1. Отриманий полісахарид очищували 
від каталізатора, залишків амінокислот та низь-
комолекулярних побічних продуктів реакції 
на діалізній комірці непроточного типу протя-
гом двох діб.
Методика одержання полімерних плівок. 
10 мл розчину модифікованого натрій альгінату 
переносили в чашки Петрі діаметром 9 см. Плів-
ки висушували протягом двох діб за температури 
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37 °С. Після висушування полімерну плівку зану-
рювали в 100 мл 0,3 М розчину CaCl2 на 1 годину. 
Після зшивання плівки промивали дистильова-
ною водою декілька разів і висушували при 37 °С 
протягом доби до сталої маси.
Методика дослідження кінетики набрякання 
полімерних плівок. Кінетику набрякання плівок 
було досліджено гравіметричним методом: вису-
шені зразки полімерних плівок занурювали 
в 5 мл розчину з рН 1,8 чи 6,8. Кожні 10 хвилин 
проводили зважування досліджуваних зразків 









де  α  –  ступінь набрякання; 
      W
t 
–  маса набряклої плівки; 
      W
0 
–  маса сухої плівки.
Методика визначення карбоксильних груп 
у полісахаридах. Вміст карбоксильних груп 
у полісахаридах визначали кислотно-основним 
титруванням. На першому етапі карбоксильні 
групи переводили в Na-форму. Розчин полісаха-
риду очищували від надлишку NaOH на діаліз-
ній комірці непроточного типу протягом двох 
діб. 10 мл 1 % розчину полісахариду заливали 
20 мл 0,01 н розчином HCl на одну добу. Зали-
шок кислоти, що не прореагував, відтитровува-
ли 0,001 н розчином NaOH. Вміст карбоксиль-
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–  об’єм титранту, використаний на титру-
вання 20 мл 0,01 н HCl;
     V
1 
–  об’єм титранту, використаний на титру-
вання HCl, що не прореагувала з кар-
боксильними групами;
     V
t 
–  об’єм проби розчину полісахариду;
     C
t 
–  концентрація титранту;
     V
a 
–  об’єм аліквоти;
     M –  маса полісахариду.
ІЧ-спектроскопія полісахаридних плівок. 
ІЧ-спектри поглинання в діапазоні частот 
4000–400 см-1 записували на спектрометрі 
IRAffinity-1 (SHIMADZU, Японія). Для запису 
спектра використовували 50 сканувань з розді-
лювальною здатністю 8 см-1. 
Термогравіометричний аналіз плівок. Тер-
могравіометричний аналіз (ТГА) використову-
вали для дослідження процесів деструкції 
полімерів з одночасним контролем температу-
ри зразка, зміни його маси, швидкості зміни 
маси та ентальпії. ТГА проводили з викорис-
танням дериватографа Q-1500 D system 
F. Paulik, J. Paulik, L. Erdey в інтервалі темпе-
ратур від 20 до 700 °С в атмосфері повітря 
з одночасним видаленням газоподібних про-
дуктів деструкції. Швидкість підвищення тем-
ператури становила 10 град/хв. Вага зразків 
дорівнювала 50 мг. 
Рис. 2. Схема прищеплення наночастинок магнетиту до поверхні целюлозної мембрани
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Одержання мікрокапсул мікроемульсійним 
методом. Розчин модифікованого натрій альгіна-
ту концентрацією 2,0 % з вмістом БСА (0,2 %) 
додавали краплями до суміші 160 мл рослинної 
олії та 4,4 г поверхнево-активної речовини 
Tween-80 [2]. Перемішували на механічній 
мішалці протягом 10 хв зі швидкістю обертання 
1200 об/хв, потім додавали 30 мл 0,3 М розчину 
кальцій хлориду, продовжуючи перемішування. 
Для затвердіння мікрокапсул отриману емульсію 
залишали відстоюватися протягом 60 хв. Одержа-
ні мікрокапсули відфільтровували на ультрафіль-
траційній комірці непроточного типу Amicon 8200 
(Millipore, США) під тиском 3 атм, промивали 
дистильованою водою та етиловим спиртом 
до відсутності ПАР у промивній рідині.
Методика вивчення кінетики вивільнення 
БСА з мікрокапсул у кислому та нейтральному 
середовищі. Дослідження кінетики вивільнення 
БСА з мікрокапсул проводили при рН 1,8 та 6,8, 
що відповідають кислотно-лужному балансу 
середовищ шлунка та кишківника. Для цього 
0,2 г мікрокапсул почергово витримували в 10 мл 
0,01 н хлороводневої кислоти та фосфатного 
буфера. Сумарний час вивільнення становив 
5 год. Вимірюючи оптичну густину розчину 
при 215 нм, контролювали кількості вивільнено-
го білка. Ступінь вивільнення білка було розра-
ховано відносно попередньо визначеної закапсу-
льованої кількості у відсотках.
Визначення ефективності мікрокапсулюван-
ня БСА. Ефективність мікрокапсулювання визна-
чали за відношенням реального вмісту БСА 
у капсулах (С
практ.









Для визначення реального вмісту БСА наваж-
ку мікрокапсул масою 0,2 г суспендували у 10 мл 
фосфатного буфера (рН 6,8) за допомогою уль-
тразвуку протягом 60 хв. Концентрацію БСА 
в розчині визначали за допомогою УФ-спектро-
метра LAB Intech при довжині хвилі 215 нм.
Результати та обговорення
У результаті досліджень було отримано плів-
ки та мікрокапсули з натрій альгінату, модифіко-
ваного L-аспарагіновою та L-глутаміновою кис-
лотами. Плівки прозорі зі слабким коричневим 
відтінком, крихкі в сухому стані, досить міцні 
та еластичні у зшитому і набряклому стані.
Дослідження плівок методом ІЧ-спектро-
скопії проводили для підтвердження прищеп-
лення амінокислот до натрій альгінату. Одер-
жані ІЧ-спектри (рис. 2) свідчать про утворення 
пептидного зв’язку в процесі модифікування 
полісахариду. Так, на спектрах 2 і 3 спостеріга-
ється уширення смуг при 3300–3100 см-1, 
Рис. 2. іч-спектри плівок на основі полісахаридів:
1 – немодифікований натрій альгінат;
2 – натрій альгінат, модифікований L-аспарагіновою кислотою;
3 – натрій альгінат, модифікований L-глутаміновою кислотою
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які відповідають за симетричні валентні коли-
вання N-H. Смуга 3060 см-1 зумовлена дефор-
маційними коливаннями N-H у площині пеп-
тидної групи. В області частот 1700–1450 см-1 
потрібно виділити сильні смуги поглинання 
Амід І та Амід ІІ. Перша відповідає за валентні 
коливання груп С=О амідного зв’язку і має мак-
симум при 1650 см-1. Смуга Амід ІІ, зумовлена 
деформаційними коливаннями N-H, спостеріга-
ється при 1450 см-1. На спектрах також спосте-
рігається смуга поглинання Амід ІІІ при 
1310 см-1, яка відповідає за валентні С-N і 
плоскі деформаційні коливання N-H. Смуги 
при 750–600 см-1 – це Амід IV і V, які зумовлені 
неплоскими деформаційними коливаннями 
зв’язків С=О і N-H відповідно [3]. 
Титриметрично встановлено, що модифікування 
натрій альгінату L-аспарагіновою та L-глутаміновою 
кислотами приводить до збільшення кількості кар-
боксильних груп у 4,0–4,5 рази, оскільки ці аміно-
кислоти містять COOH-групу в бічному ланцюзі. 
Вміст кислотних груп у немодифікованому 
натрій альгінаті становить 1,8 ± 0,42 ммоль-екв/г, 
тоді як після прищеплення L-аспарагінової 
та L-глутамінової кислот – 8,3 ± 0,37 та 
7,3 ± 0,29 ммоль-екв/г полімеру відповідно. 
Термогравіометричний аналіз. За допомогою 
термогравіометричного аналізу досліджено стій-
кість плівок до термоокисної деструкції. Втрата 
маси в діапазоні температур від 50 до 150 °С від-
повідає вивільненню вільної та зв’язаної води 
з немодифікованого натрій альгінату (рис. 3:1). 
Як видно з кривої ТГ, для натрій альгінату харак-
терні дві стадії піролізу. Перша – за температури 
150–250 °С, втрата маси при цьому зумовлена 
деструкцією карбоксильних груп і виділенням 
СО
2 
[4]. На другій стадії (250–400 °С) відбуваєть-
ся деполімеризація полісахариду і формування 
карбонізованого залишку у вигляді СаСО
3 
[5]. 
Зразок повністю розкладається при 400 °С. Для 
натрій альгінату, модифікованого амінокислота-
ми (рис. 3:2 і 3:3), з’являється третя стадія піролі-
зу (450–500 °С), яка супроводжується утворен-
ням Са(ОН)2 та СаО [6]. Так, для зразків 2 та 3 
характерне зменшення вмісту вільної та зв’я-
заної води, 24 і 16 % відповідно, у порівнянні 
з немодифікованим полісахаридом (50 %), 
що свідчить про зниження гігроскопічності полі-
мерів після прищеплення амінокислот. Це явище 
можна пояснити різним значенням рКа кар-
боксильних груп у полімерах: для натрій альгінат 
рКа дорівнює 3,2; для L-аспарагінової кислоти – 
3,9 та L-глутамінової кислоти – 4,3. Підвищення 
значення рКа знижує здатність СООН-групи 
до дисоціації і, отже, зменшує можливість елек-
тростатично утримувати молекули води. Моди-
фікування натрій альгінату амінокислотами 
також підвищує термічну стійкість полісахаридів 
до 500 °С. Отже, збільшення стадій піролізу 
та зсув деяких піків кривих ДТГ свідчать 
про утворення нових ковалентних зв’язків, 
що підтверджує дані ІЧ-спектроскопії про утво-
рення пептидних зв’язків та прищеплення аміно-
кислот до натрій альгінату.
Рис. 3. Дериватографічні криві (ДТА – диференціальний термічний аналіз, ТГ – термогравіометрична крива,  
ДТГ – диференціальна термогравіометрична крива): 
1 – натрій альгінат; 2 – натрій альгінат, модифікований L-аспарагіновою кислотою; 
3 – натрій альгінат, модифікований L-глутаміновою кислотою
1 2 3
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Кінетика набрякання плівок. Дослідження 
кінетики набрякання проводили за фізіологічних 
значень рН шлунка та кишківника. У кислому 
середовищі введення L-аспарагінової кислоти 
у співвідношеннях 5:1, 7:1 і 10:1 знижує ступінь 
набрякання полісахариду в порівнянні з немоди-
фікованим натрій альгінатом приблизно у два 
рази (рис. 4:1). Тоді як при співвідношенні 12:1 
ступінь набрякання полімеру не змінюється. Зни-
ження ступеня набрякання спостерігається 
і при введенні L-глутамінової кислоти у співвід-
ношеннях 12:1, 10:1 і 5:1 (рис. 4:2). При співвідно-
шенні натрій альгінат : L-глутамінова кислота 7:1 
одержані плівки нестійкі і через 15 хвилин почина-
ють розчинятися в хлоридній кислоті.
Під час модифікування натрій альгінату амі-
нокислотами підвищується стійкість плівок 
до деструкції у фосфатному буфері. Так, плівка 
на основі натрій альгінату в присутності сильно-
го комплексоутворювача фосфат-йона починає 
розчинятися через руйнування комплексу 
між карбоксильними групами та Ca2+. Для плі-
вок з модифікованого альгінату таке явище 
не спостерігається. Можна зробити припущен-
ня, що бічні ланцюги амінокислот та наявні 
в них атоми Нітрогену з частковим позитивним 
зарядом створюють стеричні та електростатичні 
перешкоди для підходу фосфат-йона до комп-
лексу. Найбільший ступінь набрякання при 
рН 6,8 характерний для плівок альгінат-L-аспа-
рагінова кислота у співвідношенні 10:1 та альгі-
нат-L-глутамінова кислота – 5:1 (рис. 5).
рН-чутливість одержаних плівок оцінювали 
за співвідношенням максимальних ступенів 
набрякання при рН 6,8 та 1,8. Для всіх плівок, 
окрім плівки на основі альгінат-L-глутамінової 
Рис. 4. Кінетика набрякання плівок на основі натрій альгінату, модифікованого L-аспарагіновою (1)  
та L-глутаміновою (2) кислотами в різних співвідношеннях полісахарид:амінокислота при рН 1,8
Рис. 5. Кінетика набрякання плівок на основі натрій альгінату, модифікованого L-аспарагіновою (1)  
та L-глутаміновою (2) кислотами в різних співвідношеннях полісахарид:амінокислота при рН 6,8
1 2
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кислоти у співвідношенні 7:1, спостерігається 
зростання рН-чутливості в порівнянні з немо-
дифікованим натрій альгінатом (рис. 6). Це 
можна пояснити суттєвим збільшенням вмісту 
слабкокислотних СООН-груп у модифікованих 
полімерах. Найкращу рН-чутливість мають 
плівки зі співвідношенням альгінат-L-аспарагі-
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які й були використані для капсулювання 
модельного білка.
Одержання мікрокапсул мікроемульсійним 
методом. З модифікованих полісахаридів мікро-
емульсійним методом було одержано сферичні 
мікрокапсули, розмір яких коливається в межах 
20–100 мкм. Бичачий сироватковий альбумін 
(БСА) було використано як модельний білковий 
лікарський засіб.
БСА утримується в полімерній матриці 
за рахунок водневих зв’язків, а також вандерва-
альсівських взаємодій. Для модифікованого 
натрій альгінату спостерігається висока ефектив-
ність капсулювання білка на рівні 100 %, оскільки 
прищеплені амінокислоти сприяють збільшенню 
спорідненості білкових речовин до полімерної 
матриці натрій альгінату (табл. 1). Найвищий 
сумарний ступінь вивільнення (96,2 ± 3,1 %) 
характерний для мікрокапсул з натрій альгінату, 
модифікованого L-аспарагіновою кислотою.
Дослідження кінетики показали, що в кисло-
му середовищі вивільнення білка з мікрокапсул 
з модифікованого натрій альгінату суттєво змен-
шується в порівнянні з немодифікованим і стано-
вить приблизно 5 % (рис. 7:1). Ці показники від-
повідають вимогам до систем контрольованої 
доставки лікарських засобів до кишківника, тому 
що дають змогу запобігти дезактивації вартісних 
ліків під дією агресивного середовища шлунка.
У нейтральному середовищі ступінь вивіль-
нення БСА з мікрокапсул, одержаних з модифіко-
ваного альгінату, суттєво підвищується в порівнян-
ні з немодифікованим. Для мікрокапсул з натрій 
альгінату, модифікованого L-аспарагіновою кисло-
тою, характерне рівномірне вивільнення білка 
(рис. 7:2), що дасть змогу підтримувати рівень 
лікарського засобу в крові протягом деякого часу. 
Проте для мікрокапсул з натрій альгінату, модифі-
кованого L-глутаміновою кислотою, вивільнення 
БСА відбувається у дві стадії, що робить ці мікро-
капсули неприйнятними у використанні як систе-
ми з регульованим вивільненням ліків.
Висновки
Отже, було досліджено оптимальні співвідно-
шення натрій альгінат : амінокислота для одер-
жання гібридних полімерів із задовільними власти-
востями й характеристиками для отримання 
Рис. 6. рН-чутливість плівок на основі натрій альгінату, модифікованого L-аспарагіновою (1)  
та L-глутаміновою (2) кислотами в різних співвідношеннях полісахарид:амінокислота
1 2
Таблиця 1. ефективність капсулювання та сумарний ступінь вивільнення бсА з мікрокапсул
Мікрокапсули ефективність  капсулювання, %
сумарний ступінь  
вивільнення, %
Альгінат 84,0 ± 1,8 81,8 ± 2,8
Альгінат-Asp 100,0 ± 1,3 96,2 ± 3,1
Альгінат-Glu 100,0 ± 2,1 86,9 ± 2,4
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систем контрольованого вивільнення лікарських 
засобів. Одержані плівки виявляють високу 
рН-чутливість при фізіологічних рН шлунка 
та кишківника. За допомогою мікроемульсійного 
методу одержано мікрокапсули сферичної форми 
діаметром 20–100 мкм. Показано, що мікрокапсу-
ли на основі натрій альгінату, модифікованого 
L-аспарагіновою кислотою, відповідають вимогам 
до систем контрольованої доставки лікарських 
засобів.
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Рис. 7. Кінетика вивільнення БСА з мікрокапсул при рН 1,8 (1) та 6,8 (2)
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